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Salmonella spp. è uno dei principali agenti zoonosici responsabili di infezione gastroenterica nell’uomo, 
generalmente associata al consumo di alimenti, in tutto il mondo. Al fine di poter attuare un sistema di 
sorveglianza su un dato territorio risulta fondamentale studiare e raccogliere informazioni sull’andamento 
epidemiologico di tale batterio sfruttando, per la caratterizzazione dei microrganismi, metodiche classiche 
e tecniche molecolari. La metodica molecolare “Gold Standard” per lo studio dell’epidemiologia delle 
salmonellosi è rappresentata dalla Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Centoquarantacinque isolati 
di Salmonella spp., provenienti campioni di diversa origine, collezionati sul territorio toscano, sono stati 
sierotipizzati e analizzati con PFGE. Alcune matrici sono risultate più frequentemente contaminate (polli 
e suini regolarmente macellati, rispettivamente il 23,7% e il 14,3% di positività), altre sono risultate 
costantemente negative (cani), Salmonella è stata isolata anche da tipologie di campioni meno 
frequentemente investigate (pipistrello, rettili). Alcuni sierotipi sono stati più frequentemente riscontrati 
in particolare Salmonella ser. Typhimurium, ma è stato possibile mettere anche in evidenza la presenza 
sul territorio di numerosi sierotipi “rari”. Le indagini molecolari hanno permesso di rilevare la presenza di 
alcuni ceppi autoctoni che circolano o hanno circolato in Toscana per uno o più anni legati ad una 
determinata filiera o diffusi in ambienti diversi. Questo studio pone le basi per la costituzione di una 
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Salmonella spp. is one of the most important zoonotic pathogen responsible for gastroenteric disorders in 
humans, often related to contaminated food consumption. To create a surveillance program linked to a 
specific geographic area, it is necessary to study and to obtain information about the epidemiology using 
phenotypic and genotypic methods. To study molecular epidemiology of salmonellosis Pulsed-field gel 
electrophoresis (PFGE) is the ‘‘Gold standard’’ technique. One hundred forty-five Salmonella spp. 
isolates, from different samples collected in Tuscany region, were serotyped and processed with PFGE. 
We found a higher percentage of positivity in samples from slaughtered broiler (23.7%) and pig (14.3%); 
none of the dog’s samples resulted positive; Salmonella was detected in samples from rarely tested 
animals as bat or reptiles.Some serovars, particularly Salmonella ser. Typhimurium, were detected more 
frequently, also several serotypes were detected in this region. Molecular investigations revealed some 
autochthon strains spreading in Tuscany for one or more years, some of them related to a specific source, 
others in particular habitat. This investigation is the first step for database construction containing all the 






I primi isolamenti e studi sulle salmonelle risalgono alla fine del XIX secolo, tuttavia, 
benché si tratti di un argomento abbastanza noto, il discorso sulle salmonelle è sempre 
attuale e capace di fornire ancora nuovi motivi di studio, infatti questo batterio è 
tutt’oggi causa di focolai di malattia sia nell’uomo che negli animali (Graziani et al., 
2005; Zavanella, 2001). 
Le salmonelle sono microrganismi patogeni a carattere zoonosico, responsabili di 
diffuse e ubiquitarie patologie che possono interessare tutte le specie animali. Alcune 
salmonelle riconoscono uno specifico ospite (sierotipo specie-specifici) e causano in 
genere forme sistemiche di malattia nella specie bersaglio. Altre riconoscono ospiti 
diversi (sierotipo adattati o ubiquitari), i sierotipi ospite-adattati sono così definiti 
poiché prediligono un particolare ospite animale, ma possono infettare più specie 
animali e l’uomo e indurre malattia; infine i sierotipi ubiquitari provocano spesso 
infezioni inapparenti negli animali, mentre nell’uomo sono responsabili di infezioni 
gastroenteriche (Graziani et al., 2005; La Placa, 2008). 
Mentre le forme gravi e sistemiche di malattia nell’uomo sono provocate, nella maggior 
parte dei casi, da quei sierotipi di salmonelle (Typhi, Paratyphi A, etc.) adattati all’uomo 
e che si trasmettono direttamente da soggetto a soggetto, le forme gastroenteriche sono 
sostenute da sierotipi ubiquitari e insorgono, talvolta con carattere di focolai epidemici 
più o meno estesi, in seguito all’ingestione di cibi contaminati o dal contatto con altri 
prodotti contaminati o con animali infetti (La Placa, 2008; Pegues e Miller, 2009). 
Per i sierotipi di Salmonella a diffusione ubiquitaria il serbatoio di infezione è 
rappresentato da animali di varie specie; l’uomo acquisisce l’infezione attraverso 
alimenti come carne, prodotti caseari e uova, che possono essere contaminati fin 
dall’origine oppure in seguito, nel corso delle diverse fasi di preparazione e 
conservazione. Le salmonelle sono, con i Campylobacter, i principali agenti di malattia 
a trasmissione alimentare nell’uomo, e il loro impatto sulla salute pubblica si mantiene 
costante nonostante interventi e politica di sicurezza alimentare volti a ridurre il rischio 
di infezione (Graziani et al., 2005). 
Si stima che negli Stati Uniti i cibi contaminati causino circa 1000 focolai di malattia, 
48 milioni di casi di malattia, 128.000 ospedalizzazioni e 3000 morti ogni anno 
(Morbidity and Mortality Weekly Report 2011). In base a quanto riportato da un organo 
del CDC di Atlanta, The Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet), 
in seguito ad uno studio condotto sul 15% della popolazione sulle infezioni causate dai 
nove patogeni più frequentemente implicati in casi di tossinfezione umana, è risultato 
che nel 2010 sono stati registrati 19.089 casi confermati di tossinfezione alimentare, 
4.247 ospedalizzazioni e 68 morti. Le infezioni da Salmonella sono risultate quelle più 
frequentemente riscontrate con 8.256 casi, con il più alto numero di ospedalizzazioni 
(2.290) e di morti (29). Dallo stesso report emerge che l’incidenza di infezioni da 
salmonella nel 2010 non è significativamente differente a quanto registrato nel periodo 
1996-1998, ma è più alta rispetto al periodo 2006-2008 (Morbidity and Mortality 
Weekly Report 2011). In base ai dati riportati da un altro organo del CDC di Atlanta, 
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Laboratory-based Enteric Disease Surveillance (LEDS), nel 2009 in U.S.A. si sono 
registrati 40.828 isolamenti di Salmonella dall’uomo; da tale report è inoltre possibile 
evidenziare come il numero di isolamenti dal 1999 al 2009 è andato sempre crescendo 
(CDC, 2011). 
In Europa nel 2010 si sono registrati un totale di 5.262 focolai di malattia dovuti a 
tossinfezioni alimentari, che hanno causato 43.473 casi umani, 4.695 ospedalizzazioni e 
25 morti. La maggior parte di questi focolai sono riconducibili a Salmonella, virus, 
Campylobacter e tossine batteriche. Sebbene il numero di casi di malattia dovuta a 
infezione da Campylobacter sia, in base alle ultime stime, superiore a quello dovuto a 
Salmonella, considerando il numero di focolai la Salmonella detiene ancora il primo 
posto (EFSA, 2012). Nel 2010 in Europa i casi confermati di salmonellosi nell’uomo 
sono stati 99.020. Dai dati dell’EFSA si evince che negli ultimi anni, grazie ai 
programmi di controllo adottati da tutti gli stati membri soprattutto per quanto riguarda 
il settore avicolo, si è assistito a una progressiva diminuzione dei casi registrati (108.618 
casi nel 2009, 134.579 casi nel 2008, 153.837 casi nel 2007, 166.819 casi nel 2006) 
(EFSA, 2012). 
Per quanto riguarda la situazione italiana i dati più aggiornati si riferiscono al triennio 
2007-2009. In tale periodo sono stati segnalati 11.714 ceppi di Salmonella isolati da casi 
di infezione umana, di cui 3.384 nel 2007, 3.350 nel 2008 e 4.980 nel 2009; di questi 
solo una piccola percentuale (<1%) può essere considerata di importazione. Come per 
gli anni precedenti, la distribuzione delle segnalazioni a livello territoriale non è stata 
uniforme evidenziando una notevole eterogeneità nella situazione delle diverse regioni 
(Dionisi et al., 2011). 
Come già ricordato la salmonellosi è una zoonosi, per cui la lotta contro le salmonellosi 
animali risulta essere un passo fondamentale per la prevenzione delle tossinfezioni 
alimentari da Salmonella nell’uomo come è stato sottolineato anche 
dall’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS). In un documento del 1995 
dell’OMS vengono stilate numerose raccomandazioni per il futuro della patologia, 
dell’immunologia, della diagnostica e dell’epidemiologia, con particolare riguardo alla 
prevenzione delle contaminazioni da Salmonella nelle produzioni animali e un posto 
speciale è stato riservato alla Salmonella ser. Enteritidis PT4, a causa del suo ruolo 
divenuto preponderante nei casi di salmonellosi umana legati alla produzione avicola 
(Zavanella, 2001). 
Dal momento che le zoonosi sono infezioni e malattie naturalmente trasmissibili, 
direttamente o indirettamente, tra animali e uomo e che la gravità di queste malattie 
negli esseri umani può variare da sintomi lievi a condizioni pericolose per la vita, al fine 
di prevenire l’insorgenza di zoonosi e quindi per poter tutelare la salute umana il primo 
importante passo che bisogna fare è quello di raccogliere dati e informazioni al fine di 





2. LE SALMONELLE 
 
 
2.1 Eziologia e tassonomia 
 
Il genere Salmonella appartiene alla famiglia delle Enterobacteriaceae. La famiglia 
delle Enterobacteriaceae comprende numerosi generi di interesse sanitario come 
Escherichia, Shigella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter e molti altri. La loro 
identificazione, come evidenziato nella Figura 1, è possibile in base ad una serie di 
caratteri biochimici come la capacità di utilizzare particolari substrati, presenza di 
particolari enzimi, produzione di specifici prodotti metabolici e la loro capacità di 
fermentare particolari zuccheri (Graziani et al., 2005; Zavanella, 2001). 
 
 
Figura 1: Caratteristiche differenziali dei più importanti generi di enterobatteri (Graziani et al., 2005). 
 
Dai primi isolamenti ad oggi la classificazione del genere Salmonella è stata più volte 
profondamente rimaneggiata. Le classificazioni delle salmonelle sono state tante molte, 
ma tra queste quelle più conosciute e utilizzate sono quella di Kauffmann-White e 
quella di Le Minor, basata su studi di tipo molecolare che è quella attualmente adottata. 
Il genere Salmonella è distinto in due sole specie, S. enterica e S. bongori. La specie 
enterica è a sua volta suddivisa in sei sottospecie: enterica, salamae, arizonae, 
diarizonae, houtenae, indica. Le sei sottospecie di S. enterica sono distinguibili in base 
alle prove biochimiche, sotto elencate (Figura 2), che consentono anche di differenziare 
S. enterica da S. bongori. 
All’interno del genere Salmonella esistono un gran numero di sierotipi, come indicato 
dallo schema di White-Kauffmann-Le Minor, distinti sulla base della diversa 
composizione degli antigeni somatici e flagellari e talvolta anche in base ad alcuni 






Figura 2: Caratteristiche differenziali delle specie e subspecie del genere Salmonella (Grimont e Weill, 
2007). 
 
Solo i sierotipi appartenenti a S. enterica subsp. enterica sono indicati con un nome che 
usualmente è correlato al luogo geografico o alla specie animale dalla quale il sierotipo 
è stato per la prima volta isolato o alla malattia a cui è associato. Il sierotipo non è più 
identificativo di specie, pertanto la nomenclatura non lo riporta più in corsivo, il nome 
del sierotipo viene quindi scritto in lettere romane e la prima lettera è maiuscola. I 
sierotipi appartenenti alle altre sottospecie sono designati dalle loro formule 
antigeniche, precedute dal nome della sottospecie. Oggi si conoscono più di 2600 
sierotipi di salmonella (Figura 3) (Graziani et al., 2005; Grimont e Weill, 2007; 
Guibourdenche et al., 2010). 
 
 





Il genere Salmonella comprende microrganismi bastoncellari gram-negativi, aerobi, non 
sporigeni, per lo più mobili, ad eccezione di Salmonella enterica ser. Pullorum e 
Salmonella enterica ser. Gallinarum, catalasi positivi, ossidasi negativi, 
prevalentemente lattosio e indolo negativi, non emolitiche. Le salmonelle crescono 
facilmente sui comuni terreni sintetici, sia liquidi che solidi. Questo germe possiede un 
intervallo di temperature utili alla moltiplicazione compreso fra + 5,2 e + 46 °C, con 
qualche eccezione per i sierotipi maggiormente “termotolleranti”, come ad esempio S. 
ser. Senftenberg. L’optimum per lo sviluppo delle salmonelle è comunque situato fra 
+35 e +43 °C. L’intervallo di pH per sviluppare è limitato fra 3,8 e 9,5 (con optimum a 
7,0 - 7,5). La aW necessaria per sopravvivere deve essere almeno 0,94. Le salmonelle 
non vengono inattivate dal congelamento, sono uccise dalla pasteurizzazione e non 
producono tossine termoresistenti. Sono parimenti sensibili ai più comuni disinfettanti 
(alcool, mercurocromo, ipoclorito di sodio, acido fenico, formaldeide, iodofori, acqua 
ossigenata, soda), nonché a diverse sostanze ad azione antibatterica (acidi organici quali 
lattico, acetico, propionico, nitrati, sorbato di potassio, ecc). Nonostante la comparsa del 
fenomeno della resistenza ai farmaci, la maggior parte delle salmonelle è sensibile agli 
antibiotici genericamente efficaci sui germi Gram negativi (Zavanella, 2001). 
Il tipico profilo biochimico del genere Salmonella è evidenziato nella Figura 4, tuttavia 
è importante ricordare che esistono a livello di specie, sub specie, sierotipo e ceppo 
numerose varianti (Ruffo, 1998; Zavanella, 2001; Graziani et al., 2005). 
 
 
Figura 4: Profilo biochimico del genere Salmonella (Graziani et al., 2005) 
 
Tutti i germi appartenenti al genere Salmonella sono sierologicamente correlati, 
agglutinabili da un siero polivalente, data la somiglianza di struttura antigene esistente 
tra le specie e sub-specie. 
La cellula batterica di una salmonella possiede numerosi antigeni e tra questi quelli più 
importanti, anche per poter distinguere i sierotipi, sono gli antigeni somatici (O), 
termostabili e resistenti all’azione di acidi e alcool, gli antigeni ciliari (H), termolabili e 
l’antigene Vi (da virulenza). 
L’antigene O è presente sulla membrana esterna della cellula batterica, associato a 
molecole di lipopolisaccaride (LPS) ed è formato da due parti: la prima, più interna, è 
composta da cinque carboidrati ed è comune a tutti gli enterobatteri; la seconda, più 
esterna, è formata da catene saccaridiche, ciascuna delle quali contiene una sequenza di 
alcuni oligosaccaridi. Dal differente posizionamento degli oligosaccaridi nelle catene 
dipende la diversità degli antigeni somatici. Gli antigeni O sono identificati con numeri 
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arabi; le salmonelle che presentano analogie nella struttura dell’antigene O vengono 
comunemente e per convenzione riunite in siero gruppi, precedentemente indicati con 
lettere maiuscole, da A a Z con all’interno dei sottogruppi, e quindi con numeri; 
attualmente i siero gruppi sono identificati dal numero dell’antigene O caratteristico del 
gruppo stesso. 
Nelle salmonelle mobili sono presenti gli antigeni flagellari o ciliari meglio conosciuti 
come antigeni H, indicati con lettere minuscole dell’alfabeto o con numeri. Sono di 
natura proteica, vengono distrutti dal calore e possono presentarsi in due fasi, chiamate 
fase 1 e fase 2. Gli antigeni di fase 1 e 2 possono essere espressi contemporaneamente 
oppure solo quelli di una delle due fasi. Alcuni sierotipi di Salmonella, chiamati 
monofasici, possiedono solo una fase generalmente la fase 1. Pochissimi sierotipi hanno 
3 fasi sierologiche H e sono dette “trifasiche”. 
Alcune salmonelle presentano anche un terzo tipo di antigene, chiamato Vi (da 
virulenza), e gli stipiti che lo possiedono risultano essere più virulenti (S. ser. Typhi, S. 
ser. Paratyphi C, S. ser. Dublin). L’antigene Vi delle salmonelle corrisponde agli 
antigeni K (capsulari) degli altri enterobatteri (Ruffo, 1998; Zavanella, 2001; Graziani 




Il ciclo di diffusione delle salmonelle è molto complesso e comprende un rilevante 
intreccio di passaggi tra animali serbatoio, alimenti vettore, ambiente e uomo. Nel ciclo 
epidemiologico di Salmonella numerose specie di animali selvatici e domestici, sia da 
reddito che da compagnia fungono da principali serbatoi di mantenimento. Fra gli 
animali da redito destinati alla produzione di alimenti destinati al consumo umano un 
ruolo importane è rivestito in particolare da suini e avicoli, sia da carne che da uova 
(Graziani et al., 2005; EFSA, 2012). Particolarmente frequente inoltre la colonizzazione 
nelle tartarughe e altri rettili, spesso con sierotipi rari (Ebani et al., 2005). Gli uccelli 
selvatici, i roditori in generale e i topi in particolare costituiscono una sorgente di 
infezione attraverso la fecalizzazione di alimenti, mangimi e ambiente (Ruffo, 1998). 
Sebbene gli animali e gli alimenti di origine animale rappresentino gli ospiti principali 
delle salmonelle, esse sono riscontrate anche nell’ambiente (acque, suolo, alimenti di 
origine vegetale) grazie alla contaminazione attraverso le feci sia di origine umana che 
animale. L’ambiente rappresenta un ottimo serbatoio di mantenimento per molti 
sierotipi, anche per quelli che normalmente non sono riscontrati negli animali da 
allevamento e nell’uomo; infatti nell’ambiente esterno le salmonelle possono non solo 
resistere per parecchio tempo, ma anche moltiplicarsi quando le condizioni ambientali 
(essenzialmente temperatura, umidità, presenza di proteine) sono favorevoli. Salmonella 
è molto comune nelle acque reflue, attraverso le quali può diffondersi in ambienti 
acquatici come torrenti, fiumi, laghi e rappresentare una fonte di contaminazione del 
suolo e di conseguenza anche dei vegetali. L’utilizzo delle acque reflue per irrigazione 
rappresenta una fonte diretta di contaminazione che è favorita da vegetali con denso 
fogliame, in quanto proteggono i microrganismi dall’esposizione a fattori ambientali 
quali radiazioni solari, temperature elevate ed essiccamento e offre loro una superficie 
9 
 
ottimale di crescita. Anche gli animali al pascolo inducono una contaminazione diretta 
del suolo che, attraverso dilavamento della pioggia può trasportare la contaminazione 
fino ai bacini idrici (Graziani et al., 2005). 
Le fonti di contaminazione principale sono quindi costituite dai soggetti infetti e, 
soprattutto, dai portatori sani, che costituiscono veri e propri “serbatoi viventi”, i quali 
garantiscono una costante microbizzazione ambientale e che sono i responsabili del 
mantenimento dell’infezione nelle aziende e/o sul territorio (Ruffo, 1998). 
In questo modo si spiega l’instaurarsi di un vero e proprio ciclo di diffusione, che porta 
alla contaminazione delle fonti alimentari principali per l’uomo (carni, latte, uova, 
vegetali, acqua) (Zavanella, 2001). 
La trasmissione di Salmonella all’uomo avviene principalmente attraverso l’ingestione 
di alimenti di origine animale contaminati, anche se possono verificarsi casi di 
trasmissione interumana o per contatto diretto con gli animali. Gli alimenti sono quindi 
uno dei veicoli più importanti nella diffusione delle salmonelle in natura. E’ dimostrato 
che gli alimenti più frequentemente contaminati sono quelli ad elevato contenuto 
proteico (carni comunque lavorate, uova sgusciate e prodotti a base di uova, molluschi 
eduli) oppure quelli fisicamente più esposti alla contaminazione fecale (acque 
superficiali, latte non pasteurizzato e derivati, vegetali trattati con concimi naturali, 
mangimi non pellettati contenenti materie prime animali o vegetali). L’ubiquitarietà e la 
capacità di crescita delle salmonelle a temperature comprese fra 7 °C e 46 °C fa sì che 
qualsiasi alimento manipolato o conservato in modo non corretto possa essere fonte di 




3. L’ELETTROFORESI PULSATA 
 
 
Negli ultimi 20/30 anni i metodi tradizionali di tipizzazione batterica, quali 
sierotipizzazione e tipizzazione fagica, sono stati affiancati e in alcuni casi sostituiti in 
molti laboratori dalle nuove metodiche molecolari quali ad esempio plasmid 
fingerprinting, ribotyping, metodiche basate sulla PCR e studio del profilo genomico a 
mezzo dell’analisi del profilo del DNA cromosomiale trattato con enzimi di restrizione 
utilizzando l’elettroforesi in campo pulsato o pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
(Tenover et al., 1995). 
Per quanto riguarda le salmonelle nonostante la sierotipizzazione continui a essere un 
buon metodo per indagini di tipo epidemiologico su vasta scala, volendo studiare nel 
dettaglio il ciclo e l’ecologia di questo batterio o volendo investigare su focolai di 
malattia e sulla loro probabile origine il potere di discriminazione di tale metodica 
risulta essere basso (Kérouanton et al., 2007). A tal fine la PFGE rimane ad oggi la 
metodica considerata “Gold standar” e è stata infatti adottata da molti laboratori di 
referenza per la sorveglianza e lo studio di tossinfezioni alimentari. Con questa 
metodica è infatti possibile valutare le relazioni che intercorrono a livello genetico tra 
isolati che si sospetta possano essere epidemiologicamente correlati. Molti lavori hanno 
riportato i successi ottenuti con l’uso della PFGE per la valutazione delle differenze 
genetiche degli isolati di Salmonella e per studi sulla trasmissione e diffusione di un 
isolato in un dato territorio, filiera di produzione, industria alimentare o allevamento. 
Inoltre la creazione di un database basato sui profili di restrizione ottenuti con la PFGE 
risulta estremamente utile per i veterinari, per chi produce alimenti e per chi si occupa di 
gestione del rischio per poter tracciare le fonti di contaminazione nelle aziende e/o nelle 
filiere di produzione alimentare (Kérouanton et al., 2007). 
La metodica dell’elettroforesi pulsata prevede una prima fase in cui i microrganismi 
oggetto di studio vengono inclusi in agarosio e quindi lisati al fine di avere il DNA 
integro all’interno dell’agarosio stesso. Il DNA viene quindi digerito con enzimi di 
restrizione, cioè enzimi capaci di “tagliare” il DNA in prossimità di una determinata 
sequenza nucleotidica specifica per ogni enzima, con una frequenza di clivaggio non 
molto elevata. Il DNA così trattato viene fatto correre su gel in una macchina in cui la 
direzione delle corrente viene cambiata più o meno frequentemente, ottenendo un 
profilo, dato da una serie di bande distinte, tipico per quell’isolato trattato con 
quell’enzima di restrizione. I profili di più isolati sono quindi confrontati fra loro al fine 
di valutare l’eventuale correlazione esistente (Tenover et al., 1995). 
Utilizzando un’elettroforesi tradizionale, in cui il campo elettrico è statico e quindi le 
molecole di DNA si possono muovere in una sola direzione cioè dal polo negativo al 
polo positivo, non è possibile separare molecole di dimensioni superiori alle 20 kilobasi 
(kb) in quanto migrano con la stessa velocità in condizioni standard. Nel’elettroforesi in 
campo pulsato la direzione del campo elettrico cambia durante la corsa, questo fa si che 
il DNA cambi conformazione e si riorienti per adattarsi e migrare nella direzione del 





Figura 5: Illustrazione schematica della separazione di molecole di DNA di differente dimensione 
(A)con elettroforesi convensionale (B) e pulsata (C) (Birren e Lai, 1993). 
 
Il tempo necessario a una molecola di DNA per riorientrasi è estremamente connesso 
alla lunghezza della molecola, cioè al suo peso molecolare, molecole molto grandi di 
DNA impiegheranno quindi molto più tempo ad adattarsi al nuovo campo elettrico e 
cambiare direzione di corsa rispetto alle molecole più piccole. Le molecole, 
specialmente quelle di grandi dimensioni, migreranno quindi nella matrice di agarosio 
procedendo poco alla volta come a zig-zag e il risultato finale della corsa sarà dato dalla 
sommatoria dei vari step fatti  (Figura 6) (Birren e Lai, 1993). Grazie alla PFGE è 
possibile separare molecole di DNA fino a 10 megabasi (Mb) di grandezza (Herschleb 
et al., 2007). 
 
 
Figura 6: Rappresentazione schematica del movimento delle molecole di DNA in un campo elettrico 
pulsato: la freccia indica la direzioen in cui si muove il DNA, la linea continua il percorso effettivo fatto 
dal DNA e la linea tratteggiata la traiettoria creata dai campi elettrici (Herschleb et al., 2007). 
 
Molti macchinari sono stati progettati per sfruttare il principio della PFGE, ma quello 
più utilizzato e diffuso il Clamped Homogeneous Electric Field Electrophoresis (CHEF) 
(Figura 7). Solo con un sistema come questo, che sfrutta un campo elettrico omogeneo, 
è infatti possibile ottenere linee di corsa diritte. In questo strumento, 24 elettrodi sono 
disposti a formare un esagono e il voltaggio prodotto dall’alimentatore è suddiviso tra 
questi elettrodi in modo tale che il gradiente di tensione risulta costante nell’intero gel. 
Al fine di ottenere una buona separazione delle molecole di DNA su gel è necessario 
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che la corsa sfrutti un “reorientating angle”, cioè l’angolo fra i campi elettrici e quindi 
l’angolo di cui una molecola di DNA è costretta a girare per poter migrare a ogni 
cambio di campo elettrico, deve essere ottuso. Con questo sistema è possibile analizzare 








4. SCOPO DELLA TESI 
 
 
Scopo del presente lavoro di tesi è stato quello di acquisire informazioni circa 
l’epidemiologia e l’ecologia delle salmonelle in un territorio relativamente ristretto 
come quello della regione Toscana. Sebbene studi di questo tipo vengano eseguiti a 
livello nazionale e/o europeo, ci è sembrato importante svolgere tale tipo di indagine a 
livello locale dove la situazione, per caratteristiche proprie della nostra regione 
(geografia e clima, usi e costumi locali, abitudini alimentari, presenza di razze 
autoctone, presenza di selvatici), può risultare diversa e discostarsi dalla “media” 
nazionale. 
In primo luogo abbiamo quindi cercato di ottenere informazioni riguardo ai prodotti, 
alle matrici, alle categorie di animali dove la Salmonella è presente e riguardo ai 
sierotipi circolanti sul territorio. Per far questo, in base a quelle che sono le notizie 
fornite in letteratura, sono stati svolti controlli mirati su determinati prodotti e animali; 
unitamente a questa indagine si è proceduto a verificare l’eventuale presenza di 
Salmonella in varie tipologie di campioni clinici e anatomopatologici, recapitati presso 
il Laboratorio di Malattie Infettive del Dipartimento di Patologia Animale Profilassi e 
Igiene degli Alimenti. 
Ai ceppi isolati, durante il periodo di svolgimento dell’indagine, sono stati inoltre 
aggiunti gli isolati presenti nella ceppoteca del Laboratorio di Malattie Infettive con 
l’obiettivo di valutare se ci sono corrispondenze fra gli isolati “nuovi” e quelli degli 
anni precedenti. 
Per alcuni isolati, al fine di valutare le relazioni epidemiologiche esistenti, si è 
proceduto alla caratterizzazione molecolare attraverso l’elettroforesi in campo pulsato 
che, nonostante sia una metodica in uso già da diversi anni, rimane ad oggi il test 
considerato “Gold Standard” per studi epidemiologici. 
In ultima analisi questo lavoro ha l’obiettivo di creare un database regionale, che 
comprende i sierotipi e i pulsotipi delle salmonelle circolanti in Toscana, utile per 
monitorare la situazione epidemiologica nel tempo e per far fronte a eventuali 




5. MATERIALI E METODI 
 
 
5.1 Isolati batterici oggetto di studio 
 
Presso il Laboratorio di Malattie Infettive del Dipartimento di Patologia Animale 
Profilassi e Igiene degli Alimenti a partire dal 01/01/2010 fino al 31/07/2011 sono stati 
sottoposti ad indagine batteriologica volta alla ricerca di Salmonella spp. 1005 
campioni. Al fine di ricavare informazioni sull’epidemiologia delle salmonelle nel 
territorio toscano, tenendo conto delle informazioni note dalla letteratura, sono stati 
saggiati campioni di diversa natura e provenienza e precisamente:  
• Primo anno di indagine (01/01/2010-31/12/2010) 557 campioni di cui: 
– 254 da feci di cani sani; 
– 247 da materie prime per la preparazione di mangime; 
– 15 da alimenti (salsicce); 
– 16 da acqua di fiume; 
– 26 da organi o feci di animali malati recapitati presso il Laboratorio. 
• Secondo anno di indagine (01/01/2011-31/07/2011) 448 campioni di cui: 
− 156 da polli regolarmente macellati (78 campioni di intestino/cieco, 78 
campioni di fegato); 
− 84 da suini regolarmente macellati (42 campioni di feci/retto, 42 
campioni di linfonodi meseraici); 
− 61 da embrioni di fagiano scarto di schiusa; 
− 37 da feci di vari animali, mammiferi e avicoli, malati recapitati presso il 
Laboratorio; 
− 29 da embrioni di anatra scarto di schiusa; 
− 24 da organi di animali, mammiferi, malati recapitati presso il 
Laboratorio; 
− 20 da organi di uccelli domestici o selvatici malati recapitati presso il 
Laboratorio; 
− 18 da feci di mammiferi selvatici; 
− 16 da alimenti (latte, formaggio); 
− 3 da tamponi penieni di montone. 
Tutti i campioni inclusi nell’indagine provengono dal territorio regionale. 
I campioni sono stati analizzati seguendo il protocollo in uso presso il Laboratorio di 
Malattie Infettive (F 13i3.1): 
• Pre-arricchimento non selettivo: diluizione del campione 1:10 in Acqua 
Peptonata Tamponata (OXOID, Milano) e incubazione a 37°C per 24 ore; 
• Arricchimento selettivo: trasferimento di 1 ml di brodo coltura in 10 ml di 
Selenite Broth (BD Difco, Milano) e di 0,1 ml in 10 ml di Rappaport Vassiliadis 
Broth (OXOID), incubazione a 42°C per 24 ore; 
• Semina su terreni solidi selettivi e differenziali: semina per strisciamento di un 
ansata da entrambi i brodi di arricchimento su entrambi i terreni Salmonella-
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Shigella Agar (BD Difco) e Brilliant Green Agar (OXOID), incubazione a 37°C 
per 24 ore; 
• Caratterizzazione biochimica delle colonie tipiche: semina per infissione di una 
colonia pura su Triple Sugar Iron Agar (TSI) (OXOID) e incubazione a 37°C per 
24 ore; in caso di profilo tipico per salmonella su TSI conferma con test 
dell’ureasi, Urease Broth (OXOID) e test ONPG, ONPG Disc (OXOID); 
• Conferma sierologica: test di agglutinazione rapida su vetrino con antisieri 
polivalenti OMA, OMB, OMC (Bio-Rad, Milano). 
Tutti gli isolati, dopo essere stati controllati per la loro purezza, sono stati seminati in 
Brain Heart Infusion Broth (OXOID) incubati a 37°C per 24 ore e, previa l’aggiunta di 
glicerolo, congelati a -80°C per le analisi di tipo molecolare necessarie alla loro 
caratterizzazione. 
Tutti gli isolati sono stati inviati all’IZS di Roma per la sierotipizzazione. 
 
Settantuno ceppi batterici riconducibili al genere Salmonella presenti nella ceppoteca 
del Laboratorio di Malattie Infettive sono stati rivitalizzati e uniti ai ceppi di recente 
isolamento al fine di poter disporre di isolati degli anni precedenti allo studio. 
 
5.2 Scelta degli isolati da sottoporre a indagine molecolare 
 
Per ottenere dei risultati significativi con l’elettroforesi pulsata devono essere 
confrontati isolati che, sottoposti ad altre prove fenotipiche e/o genotipiche, siano 
risultati uguali o comunque estremamente simili. Per quanto concerne le salmonelle si 
confrontano isolati appartenete allo stesso sierotipo (Kérouanton et al., 2007). 
Fra tutti gli isolati collezionati sono stati selezionati quelli da sottoporre a indagine 
molecolare in base ai seguenti criteri: 
1) Appartenenza a uno dei sierotipi più frequentemente riscontrati nel corso 
dell’indagine; 
2) Appartenenza a uno dei sierotipi più frequentemente isolati dall’uomo (EFSA 
2012); 





L’elettroforesi pulsata è stata eseguita presso l’unita di ricerca Hygiene and Quality of 
Avian and Pork Products (HQPAP) dell’ ANSES (French Agency for Food 
Environmental and Occupational Health Safety) di Ploufragan in Britagna, Francia. 
Il protocollo utilizzato è stato quello in uso presso il suddetto istituto, che si basa sui 
protocolli standard adottati dal network di sorveglianza molecolare PulseNet che agisce 
a livello internazionale (Ribot et al., 2006; PulseNet, 2009) con alcune modifiche: 
1) Preparazione delle “Plugs” e lisi delle cellule batteriche: 
• Seminare un isolato batterico su Plate Count Agar (OXOID) e incubazione a 
37°C per 24 ore; 
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• Preparare una sospensione batterica in Cell Suspension Buffer (100 mM Tris: 
100 mM EDTA, pH 8.0) (CBS) a una densità ottica compresa tra 1,3 e 1,5 a 600 
nm; 
• A 200 µl di sospensione batterica aggiungere 10 µl di Proteinasi K (20 mg/ml) 
(Promega), mescolare con 200 µl di SDS/Agarosio SeaKem Gold 1% in TE 
Buffer (10 mM Tris:1 mM EDTA, pH 8.0) mantenuto alla temperatura di 50°C 
e, dopo aver mescolato, deporre 200 µl di soluzione in due pozzetti di un “plug 
mold” (moduli/stampi forma Plugs) (Bio-Rad); 
• Inserire due Plugs cosi ottenute, dopo averle fatte solidificare, in Falcon da 50 
ml e aggiungere 2 ml di soluzione di lisi (50 mM Tris:50 mM EDTA, pH 8.0 + 
1% Sarcosyl + Proteinasi K 0.1 mg/ml,), incubare in agitazione a 54°C per 2 ore; 
• Eliminare la soluzione di lisi, eseguire un lavaggio con acqua distillata sterile in 
agitazione a 50°C per 10 minuti e poi eseguire 4 lavaggi con TE in agitazione a 
50°C per 15 minuti; 
• Tagliare ciascuna Plug in modo da ottenere 8 mini-plugs e quindi porle in TE a 
4°C. 
2) Digestione enzimatica e corsa: 
• Porre una micro-plug in 100 µl di soluzione di digestione (Acqua sterile 88 µl, 
Tampone H 10X 10 µl, BSA (1 mg/ml) 1 µl, Enzima XbaI (40 U/µl) 1 µl e 
incubare a 37°C per 5 ore; 
• Inserire la micro-plug nei pozzetti di un gel di agarosio SeaKem Gold all’1%, 
sigillare i pozzetti con il medesimo gel e lasciare solidificare; 
• Inserire il gel nella macchina per la PFGE, impostare i seguenti parametri: 
Volts/cm = 6, et reorientating angle = 120, tempo iniziale 2 secondi, tempo 
finale 64 secondi, tempo di migrazione 20 ore e dare il via alla corsa; 
3) Lettura del gel e interpretazione dei risultati: 
• Mettere il gel a colorare in una soluzione di Bromuro di Etidio 1mM per 20-30 
minuti quindi lavare il gel con acqua distillata; 
• Osservare e fotografare il gel su un trans illuminatore UV; 
• Analizzare il gel e i profili degli isolati con il software Bionumerics, confrontare 
i profili dei vari isolati e costruire i dendogrammi. 
Qualora due o più isolati presentino il medesimo profilo, se necessario, ripetere la 
digestione enzimatica utilizzando l’enzima BlnI e la corsa. 








6.1 Gli isolati batterici oggetto di studio 
 
Dai 1005 campioni analizzati è stato possibile isolare 74 (7,36%) ceppi batterici 
riconducibili al genere Salmonella che sono stati sierotipizzati dall’IZS di Roma. I 74 
nuovi isolati e i 71 isolati recuperati dalla ceppoteca, per un totale di 145 isolati di 
Salmonella, sono stati inseriti con le informazioni relative a matrice di isolamento, anno 
di isolamento, provenienza (Provincia) e sierotipo in un foglio di calcolo Excel cosi da 
creare un database con tutte le informazioni necessarie. Nella Tabella 1 sono riportati 
tutti i 145 isolati di Salmonella e le informazioni ad essi relative, alcuni dati relativi agli 
isolati presi dalla ceppoteca del Laboratorio non sono disponibili. 
 
Tabella 1: Isolati di Salmonella inclusi nello studio e informazioni ad essi relative. 





S1 Mbandaka FI 2009 / Farina estrazione girasole 
S2 Mbandaka FI 2009 / Farina estrazione girasole 
S3 Mbandaka FI 2009 / Campione 
ambientale 
S4 Mbandaka FI 2009 / Campione 
ambientale 
S5 Agona FI 2010 / Farina estrazione girasole 
S6 Agona FI 2010 / Farina estrazione girasole 
S7 Montevideo FI 2010 / Farina estrazione girasole 
S8 Montevideo FI 2010 / Farina estrazione girasole 
S11 Typhimurium PI 2010 / Salsiccia 
S13 Abony PI 2010 Tartaruga Intestino 
S14 Richmond PI 2010 Tartaruga Intestino 
S15 Richmond PI 2010 Tartaruga Intestino 
S16 Richmond PI 2010 Tartaruga Intestino 
S17 Richmond PI 2010 Tartaruga Intestino 
S18 Richmond PI 2010 Pipistrello Feci 
S19 Newport PI 2010 / Acqua 
S20 Newport PI 2010 / Acqua 
S21 Newport PI 2010 / Acqua 
S22 London PI 2010 / Acqua 
S23 Newport PI 2010 / Acqua 
S24 London PI 2010 / Acqua 
S25 London PI 2010 / Acqua 
S26 London PI 2010 / Acqua 
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S27 London PI 2010 / Acqua 
S28 Typhimurium PI 2010 Pollo Organi 
S29 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S30 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S31 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S32 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S33 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S34 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S35 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S36 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S37 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S38 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S39 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S40 Derby PI 2011 Suino Intestino 
S41 Hermannswerder 
 































































2004 Rettili Feci 
S58 Nyanza 
 
2004 Rettili Feci 
S59 Ebrie 
 
2004 Rettili Feci 
S60 Ebrie 
 
2004 Rettili Feci 
S61 50:b:z6 
 
2004 Rettili Feci 
S62 Ebrie 
 
2004 Rettili Feci 
S63 1,4,5,12:-:- 
 
2004 Rettili Feci 
S64 9,12:z29:1,5 
 
2004 Rettili Feci 
S65 Miami 
 
2004 Rettili Feci 
S66 Miami 
 
2004 Rettili Feci 
S67 Miami 
 
2004 Rettili Feci 
S68 Miami 
 
2004 Rettili Feci 
S69 1,4,5,12:-:- 
 





2004 Rettili Feci 
S71 Poona 
 
2004 Rettili Feci 
S72 Goeteborg 
 
2004 Rettili Feci 
S73 Tornow 
 
2004 Rettili Feci 
S74 Hermannswerder 
 







2000 Suino Colecisti 
S77 Mbandaka 
 
1999 Suino Intestino 
S78 Typhimurium 
 
1999 Suino Intestino 
S79 Give 
 
2000 Suino Intestino 
S80 Livingston 
 














2004 Rettili Feci 
S85 Tiergarten 
 
2004 Rettili Feci 
S86 Tiergarten 
 
2004 Rettili Feci 
S87 Kumasi 
 
2004 Rettili Feci 
S88 Pomona 
 
2004 Rettili Feci 
S89 Miami 
 
2004 Rettili Feci 
S90 Miami 
 
2004 Rettili Feci 
S91 Agona 
 
2004 / Acqua 
S92 Agona 
 
2004 / Acqua 
S93 Infantis 
 
2004 / Acqua 
S94 Choleraesuis 
 
2005 Suino Polmone 
S95 Choleraesuis 
 
2005 Suino Milza 
S96 Choleraesuis 
 
2005 Suino Fegato 
S97 Choleraesuis 
 
2005 Suino Polmone 
S98 Choleraesuis 
 
2005 Suino Milza 
S99 Choleraesuis 
 
2005 Suino Fegato 
S100 Typhimurium 
 
2005 Suino Intestino 
S101 1,4,5,12:-:- 
 
2004 Rettili Feci 
S102 1,4,5,12:-:- 
 























2004 Rettili Feci 
S110 Livingston 
 
2003 Cane Feci 
S111 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S112 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S113 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
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S114 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S115 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S116 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S117 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S118 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S119 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S120 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S121 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S122 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S123 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S124 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S125 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S126 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S127 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S128 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S129 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S130 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S131 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S132 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S133 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S134 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S135 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S136 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S137 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S139 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S140 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S141 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S142 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S143 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S144 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S145 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S146 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S147 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S148 Thompson FI 2011 Pollo Intestino 
S174 Montevideo 
 
2002 Rettili Feci 
S194 Agona 
 
2002 Rettili Feci 
 
6.2 Scelta degli isolati da sottoporre a indagine molecolare 
 
Nella Tabella 2 sono riportati i sierotipi riscontrati più frequentemente con il relativo 





Tabella 2: Sierotipi di Salmonella più rappresentativi e relativo numero di isolati. 
















I 5 isolati di Salmonella con sierotipo 1,4,5,12:-:- sono stati inclusi nelle indagini 
molecolari trattandosi di ceppi immobili e quindi anomali. 
Si è scelto di sottoporre a elettroforesi pulsata anche i 2 isolati di S. enterica sirotipo 
Infantis poiché questo è un sierotipo frequentemente implicati in infezioni umane 




I risultati della PFGE analizzati con il software Bionumerics sono riportati di seguito 
per ogni sierotipo preso in considerazione. 
 
6.3.1 Salmonella ser. Thompson 
 
La Figura 8 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. Thompson. Tutti gli isolati provengono da contenuto intestinale di polli 
regolarmente macellati e sono stati collezionati nel 2011. Gli isolati da S111 a S135 e 
quelli da S139 a S148 appartengono rispettivamente a due lotti distinti. Tutti gli isolati 
testati presentano il medesimo profilo genomico. Gli isolati S135, S136, S137, S138, 
S140, S142, S144, S146 e S147 anche se non inclusi nell’immagine, per motivi tecnici, 





Figura 8: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. Thompson. 
 
Dal momento che gli isolati hanno una medesima origine non si è ritenuto necessario 
analizzarli anche con BlnI. 
 
6.3.2 Salmonella ser. Typhimurium 
 
La Figura 9 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. Typhimurium.  
Gli isolati da S42 a S46 e quelli da S103 a S107 sono stati collezionati da feci e organi 
di piccioni malati nel 2003 durante un focolaio di malattia. Tutti, ad eccezione del S103 
e del S106, presentano il medesimo profilo che può essere considerato quello 
responsabile del focolaio; gli isolati S103 e S106 presentano un pulsotipo distinto da 
quello dominante e diverso fra loro. 
L’isolato S28, collezionato nel 2010 da organi di pollo recapitato morto presso il 
Laboratorio  mostra un’analogia superiore al 80% con il pulso tipo dominate degli 
isolati dal focolaio del 2003 nei piccioni. 
L’isolato S78, proveniente dall’intestino di un suino regolarmente macellato e 
collezionato nel 1999, e il S108, collezionato nel 2004 da feci di rettile, presentano un 
analogia superiore all’80%. 
L’isolato S11, collezionato da salsicce fresche nel 2010, e il S100, proveniente 





Figura 9: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. Typhimurium. 
 
Gli isolati S11 e S100 sono stati nuovamente sottoposti a PFGE previa digestione con 
enzima BlnI, i profili ottenuti, riportati nella Figura 10, sono risultati identici. 
 
 
Figura 10: Risultati della PFGE con BlnI relativi a Salmonella ser. Typhimurium isolati S11 e S100. 
 
6.3.3 Salmonella ser. Derby 
 
La Figura 11 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. Derby.  
Tutti gli isolati provengono da suini regolarmente macellati. Gli isolati da S29 a S33 e 
quelli da S34 a S39, tutti collezionati nel 2011 da con tenuto intestinale appartengono 
rispettivamente a due lotti distinti e presentano rispettivamente due profili diversi. 
L’isolato S40 appartenete allo stesso lotto dei S34-S39 presentava il medesimo 
pulsotipo, ma non è stato incluso nell’immagine per motivi tecnici. 






Figura 11: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. Derby. 
 
6.3.4 Salmonella ser. 1,4,5,12:-:- 
 
La Figura 12 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. 1,4,5,12:-:-.  
Tutti gli isolati provengono da rettili, nello specifico da tartarughe (Testudo haermanni), 




Figura 12: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. 1,4,5,12:-:-. 
 
Tali isolati sono stati nuovamente sottoposti a PFGE previa restrizione con enzima BlnI, 
i profili ottenuti, riportati nella Figura 13, sono risultati identici. 
 
 
Figura 13: Risultati della PFGE con BlnI relativi a Salmonella ser. 1,4,5,12:-:-. 
 
Vista la notevole diffusione e importanza che ha assunto negli ultimi anni la variante 
monofasica della Salmonella ser. Typhimurium (Hopkins et al., 2010) i profili ottenuti 
con enzima XbaI degli isolati S63, S96, S70, S101 e S102 sono stati confrontati con i 
corrispondenti profili degli isolati di Salmonella ser. Typhimurium in nostro possesso. I 
risultati di tale analisi, riportati nella Figura 14, mostrano come il pulsotipo degli isolati 
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appartenenti a Salmonella ser. 1,4,5,12:-:- risulti estremamente simile, analogia del 
90%, a quello del’isolato S103 collezionato nel 2003 da un piccione. 
 
 
Figura 14: Confronto fra i pulso tipi ottenuti con XbaI degli isolati di Salmonella ser. 1,4,5,12:-:- e 
Salmonella ser. Typhimurium. 
 
6.3.5 Salmonella ser. Agona 
 
La Figura 15 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. Agona. 
Gli isolati S5 e S6 provengono da campioni di materie prime destinata all’industria 
mangimistica analizzate nel 2010e mostrano un’analogia del 100%. 
Gli isolati S91 e S92 provengono da campioni di acqua di fiume collezionati nel 2004 e 
presentano il medesimo pulsotipo. 
L’isolato S194 collezionato nel 2002 da feci di rettile presenta un profilo non 
assimilabile agli altri ottenuti. 
 
 
Figura 15: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. Agona. 
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Vista l’origine comune degli isolati con il medesimo profilo non si è ritenuto necessario 
analizzarli anche con enzima BlnI. 
 
6.3.6 Salmonella ser. Mbandaka 
 
La Figura 16 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. Mbandaka. 
Gli isolati S1 e S2, provenienti da campioni di materie prime destinate all’industria 
mangimistica, e gli isolati S3 e S4, provenienti da campioni ambientali, tutti collezionati 
nel 2010, presentano il medesimo pulsotipo. 
L’isolato S77 collezionato nel 1999 da contenuto intestinale di suini regolarmente 
macellati presenta un profilo non assimilabile agli altri ottenuti. 
 
 
Figura 16: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. Mbandaka. 
 
Gli isolati S1, S2, S3 e S4 sono stati nuovamente sottoposti a PFGE previa digestione 
del DNA con enzima BlnI, anche in questo caso è stato ottenuto un pulsotipo identico 
come mostrato nella Figura 17. 
 
 
Figura 17: Risultati della PFGE con BlnI relativi a Salmonella ser. Mbandaka. 
 
6.3.7 Salmonella ser. Montevideo 
 
La Figura 18 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. Montevideo. 
Gli isolati S7 e S8 provenienti da campioni di materie prime destinate all’industria 
mangimistica collezionati nel 2010 presentano il medesimo pulsotipo. 
L’isolato S75 collezionato nel 2002 presenta un profilo con una percentuale di 
similitudine dell’83% rispetto al profilo degli isolati S7 e S8. 
L’isolato S174 collezionato nel 2002 da feci di rettile presenta un profilo non 





Figura 18: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. Montevideo. 
 
Vista l’origine comune degli isolati con il medesimo profilo non si è ritenuto necessario 
analizzarli anche con enzima BlnI. 
 
6.3.8 Salmonella ser. Richmond 
 
La Figura 19 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. Richmond. 
Gli isolati S14, S15 e S16 provenienti da materiale intestinale di tartarughe e l’isolato 
S18 proveniente da feci di pipistrello tutti collezionati nel 2010 presentano il medesimo 
pulsotipo. 
L’isolato S17 collezionato nel 2010 da contenuto intestinale di tartaruga presenta un 
profilo non assimilabile agli altri ottenuti. 
 
 
Figura 19: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. Richmond. 
 
Gli isolati S14, S15, S16 e S18 sono stati analizzati anche con l’enzima BlnI 
presentando anche in questo caso il medesimo profilo, Figura 20. 
 
 
Figura 20: Risultati della PFGE con BlnI relativi a Salmonella ser. Richmond. 
 
6.3.9 Salmonella ser. Newport 
 
La Figura 21 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. Newport. 
Tutti gli isolati sono stati collezionati nel 2010 da acque di fiume e presentano il 
medesimo pulsotipo. Gli isolati S19, S20 e S21 provengono dal medesimo fiume, 




Figura 21: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. Newport. 
 
Tutti gli isolati sono stati nuovamente sottoposti a PFGE previa digestione con enzima 
BlnI e, come si nota dalla Figura 22, hanno presentato il medesimo profilo. 
 
 
Figura 22: Risultati della PFGE con BlnI relativi a Salmonella ser. Newport. 
 
6.3.10 Salmonella ser. Infantis 
 
La Figura 23 mostra i risultati della PFGE ottenuti con enzima XbaI per quanto riguarda 
Salmonella ser. Infantis. 
L’isolato S82 collezionato nel 2002 da visceri di suino regolarmente macellato e 
l’isolato S93 collezionato nel 2004 da acqua di fiume presentano il medesimo pulsotipo. 
 
 
Figura 23: Risultati della PFGE con XbaI relativi a Salmonella ser. Infantis. 
 
Gli isolati S82 e S93 sottoposti a PFGE previa digestione del DNA con enzima BlnI 
hanno mostrato un profilo con una similitudine dell’88,9% (Figura 24). 
 
 
Figura 24: Risultati della PFGE con BlnI relativi a Salmonella ser. Infantis. 
 
L’analisi congiunta dei profili ottenuti con i due enzimi di restrizione eseguita con il 
software Bionumerics ha evidenziato una similitudine fra i due isolati del 94,4% (Figura 
25). 
 






Il primo dato da prendere in considerazione è quello relativo agli isolati riscontrati nel 
corso della nostra indagine e della loro provenienza. Fra tutte le matrici esaminate le più 
frequentemente contaminate sono quelle provenienti da polli e suini regolarmente 
macellati, rispettivamente il 23,7% e il 14,3% dei campioni esaminati, dato per altro in 
linea con quanto riportato sia a livello comunitario che nazionale (EFSA, 2012; Enter-
Vet, 2012). Considerando le altre matrici esaminate possiamo notare come sono risultati 
positivi il 12% dei campioni di acqua di fiume esaminati, il 6,25% dei campioni di feci 
di animali selvatici, il 5,45% dei campioni (feci, organi e tamponi vari) provenienti da 
animali malati recapitati al Laboratorio, il 3,23% dei campioni di materie prime 
destinate all’industria mangimistica e 3,22% dei campioni di alimenti, 0% in campioni 
di materiale fecale di cani sani e di embrioni di avicoli non schiusi. Interessante, a 
questo proposito, è notare la presenza di Salmonella in campioni meno frequentemente 
investigati quali, acque superficiali e soprattutto animali selvatici (pipistrello). Alcune 
matrici esaminate sono risultate costantemente negative, in particolare feci di cani, sia 
malati che sani, suggerendo che probabilmente questa specie, almeno sul nostro 
territorio, gioca un ruolo marginale se non nullo nella diffusione e nella trasmissione 
all’uomo delle salmonelle. Analogamente anche dai campioni provenienti da animali 
malati, sia organi che materiale fecale, così come da embrioni di avicoli non schiusi, 
non sono state isolate salmonelle se non in un pollo e in 5 tartarughe (in entrambi i casi 
la Salmonella non rappresentava la causa della morte; comunicazione personale), 
suggerendo che, limitatamente alla nostra esperienza, anche per quanto riguarda la 
patologia negli animali Salmonella riveste un ruolo di scarsa importanza. Va precisato 
tuttavia che i campioni che pervengono al nostro Laboratorio sono di animali da 
compagnia o animali da produzione tenuti per autoconsumo, non sono quindi stati presi 
in considerazione allevamenti industriali. Il fatto che la maggior parte degli isolamenti 
provenga da campioni prelevati in provincia di Pisa è da ricondurre non tanto a una 
maggior “contaminazione di tale area geografica”, ma al fatto che la maggior parte dei 
campioni proviene proprio dalla zona a noi più accessibile, dove è più facile poter 
raccogliere campioni e dove i contatti e quindi la possibilità di lavoro e collaborazione 
sono maggiori. 
Per quanto riguarda i sierotipi presenti sul nostro territorio, prendendo in considerazione 
anche gli isolati collezionati negli anni precedenti allo studio in atto, possiamo notare 
che sono stati riscontrati 28 diversi sierotipi; fra questi quelli rilevati con maggior 
frequenza sono quei sierotipi predominati anche sul territorio Italiano, nonché a livello 
Europeo (EFSA, 2012; Enter-Vet, 2012), quali Typhimurium, Derby, Montevideo, 
Newport ecc.. Anche per quanto riguarda le categorie di animali riscontrate più 
contaminate, cioè maiali e polli, i sierotipi riscontrati, rispettivamente Derby e 
Thompson, sono fra quelli frequentemente isolati rispettivamente dalle due categorie 
anche a livello Comunitario e nazionale (EFSA, 2008; EFSA, 2010; EFSA, 2012; Enter-
Vet, 2011; Enter-Vet, 2012). Da sottolineare inoltre l’assenza di isolati appartenenti a 
Salmonella ser. Enteritidis e Salmonella ser. 4,[5],12:i:- che risultano essere fra i più 
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frequentemente riscontrati sia a livello Italiano che Europeo (EFSA, 2012; Enter-Vet, 
2012). Da non sottovalutare inoltre la presenza di numerosi sierotipi che potremmo 
definire “minori”, ma che comunque sono presenti, circolano nel nostro territorio e 
possono rappresentare una fonte di contaminazione e infezione per l’uomo. Interessante 
infine il riscontro di alcuni isolati appartenenti ad un sierotipo immobile e quindi 
atipico. 
Il secondo aspetto da prendere in considerazione è quello relativo alle indagini 
molecolari, in cui si riscontrano situazioni diverse nei diversi sierotipi presi in esame. 
Per quanto riguarda la Salmonella ser. Thompson tutti gli isolati da noi analizzati 
hanno evidenziato un medesimo profilo; per quegli isolati che provengono dal 
medesimo lotto e quindi presumibilmente dal medesimo allevamento e gruppo di 
animali questo dato è abbastanza normale in quanto non è inusuale che in un dato 
ambiente, specie se ristretto come può essere quello di allevamento, circoli il medesimo 
pulsotipo. Il fatto che gli isolati provenienti da due lotti distinti presentino lo stesso 
profilo significa o che gli animali provenivano dallo stesso allevamento o che questo è 
un pulsotipo di Salmonella ser. Thompson frequente nel settore avicolo e che, almeno 
sul nostro territorio è legato a tale filiera. 
In merito a Salmonella ser. Typhimurium le analisi condotte evidenziano la presenza 
di un pulsotipo dominante legato però a un focolaio di malattia nel piccione più che a 
una diffusione sul territorio toscano. Da notare, per quanto riguarda proprio l’analisi del 
focolaio, che due isolati presentano un pulsotipo diverso da quello dominate nonostante 
tutti siano stati collezionati da animali epidemiologicamente collegati. Questi dati 
suggeriscono che gli isolati S103 e S106 circolavano nella popolazione di piccioni 
colpita da malattia, ma erano estranei al focolaio; questa constatazione mette in luce un 
altro uso che può essere fato della PFGE, come peraltro suggerito da Tenover (Tenover 
et al., 1995). L’isolato S28 presenta un’analogia del 85,7% con il pulsotipo dominate 
degli isolati dal focolaio del 2003 nei piccioni, tale percentuale di similitudine non è 
sufficiente per asserire che questi isolati sono geneticamente, e quindi 
epidemiologicamente, uguali, tuttavia un certo grado di “parentela” esiste e potrebbe 
essere utile sottoporrli ad altri tipi di studi, come la Multilocus Sequence Typing 
(MLST) (Maiden et al., 1998), in grado di fornire dati riguardo le relazioni filogenetiche 
esistenti, cosa che non può essere constata con la PFGE. Analogo discorso per gli isolati 
S78 e S108 che mostrano una percentuale di similitudine del 86,7%. Il dato più 
interessante che emerge dall’analisi dei risultati riguardanti la Salmonella ser. 
Typhimurium riguarda gli isolati S11 e S100 che hanno evidenziato un pulsotipo 
identico sia con enzima XbaI che con BlnI. Uno dei due, l’S11, proviene da salsicce 
fresche ed è stato collezionato nel 2010, l’altro, S100, invece è stato isolato 
dall’intestino di un maiale nel 2005; questi risultati suggeriscono che questo può essere 
considerato un pulsotipo autoctono che ha circolato sul territorio toscano almeno dal 
2005 e che è legato alla filiera suina. 
Prendendo in esame i risultati relativi alla Salmonella ser. Derby si nota come i due 




La Salmonella ser. 1,4,5,12:-:- rappresenta un qualcosa di particolare e anomalo perché 
non ha flagelli, risultando immobile. I pulsotipi dei 5 isolati esaminati hanno mostrato 
una similitudine del 100% sia con enzima XbaI che con BlnI. Tali risultati suggeriscono 
un origine geografica comune. Essendo stati tutti collezionati nel 2004 da tartarughe, 
tenute come pet, della medesima specie, queste probabilmente provengono da un 
medesimo luogo dove hanno acquisito la Salmonella prima di essere mandate a negozi o 
privati in varie parti della Toscana. Segnalare e mantenere in collezione un ceppo 
anomalo come questo risulta utile e importante qualora, in futuro, dovesse essere 
riscontrato in altre matrici o in focolai di malattia, nell’uomo o negli animali, per poter 
fare ipotesi sulla probabile origine. Dal momento che negli ultimi anni sta assumendo 
notevole importanza una variante monofasica della Salmonella ser. Typhimurium, con 
formula antigenica 4,[5],12:i:-, per altro mai diagnosticata nel corso della nostra 
indagine, ci è sembrato utile, data la somiglianza antigenica, provare a mettere in 
relazione i nostri isolati immobili con quelli appartenenti a Salmonella ser. 
Typhimurium a nostra disposizione. Dall’analisi dei risultati ottenuti è emerso che gli 
isolati di Salmonella ser. 1,4,5,12:-:- hanno mostrato una similitudine del 90,3% con 
l’isolato S103 collezionato nel 2003 da un piccione rilevando una notevole correlazione 
fra i due profili; anche in questo caso studi filogenetici e di altro tipo sarebbero 
sicuramente utili a chiarire il reale grado di “parentela” fra questi isolati. 
Per quanto riguarda la Salmonella ser. Agona gli isolati S5 e S6, provenienti da 
campioni di materie prime destinata all’industria mangimistica e collezionati 2010, 
hanno mostrato un’analogia del 100% suggerendo una origine comune e provenendo 
quindi dalla medesima fonte contaminate. Analogo discorso per i due isolati S91 e S92, 
provenienti da campioni di acqua di fiume e collezionati nel 2004, che presentano il 
medesimo pulsotipo. Purtroppo i due profili ottenuti sono troppo diversi per poter 
accomunare i quattro isolati. 
Nel caso della Salmonella ser. Mbandaka quattro isolati, S1 e S2, provenienti da 
campioni di materie prime destinate all’industria mangimistica, S3 e S4, provenienti da 
campioni ambientali, sono risultati essere identici. Tutti questi isolati sono stati 
collezionati nel 2010. Questi risultati suggeriscono una contaminazione ambientale dei 
campioni di farina di estrazione di girasole, svelando quella che è, probabilmente, 
l’origine della contaminazione stessa. Tali riscontri suggeriscono anche che quello da 
noi isolato è un ceppo di Salmonella che, almeno nel 2010 ha circolato in Toscana. 
L’isolato S77, collezionato nel 1999 da contenuto intestinale di suini regolarmente 
macellati, ha mostrato una similitudine del 86,7% con il profilo degli altri quattro 
isolati, questo suggerisce una probabile correlazione che andrebbe approfondita, ancora 
una volta, con altri test in modo da verificare se gli isolati del 2010 derivino da quello 
del 1999, indicando in questo caso un ceppo non solo autoctono ma che si è 
modificato/evoluto sul nostro territorio. 
In merito alla Salmonella ser. Montevideo vediamo che i due isolati, provenienti da 
farina di estrazione di girasole collezionati nel 2010, presentano il medesimo pulsotipo e 
quindi hanno un’origine comune. Sfortunatamente in questo caso risulta difficile 
mettere in relazione gli altri isolati in nostro possesso con questi due. L’ S174 
collezionato nel 2002 da feci di rettile ha un percentuale di analogia troppo bassa 
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(57,5%)per poter in qualche modo essere correlato al’S7 e S8; la percentuale di 
similitudine dell’isolato S75, collezionato nel 2002 da maiali, risulta comunque non 
sufficiente (83,3%) per poter mettere in relazione i tre isolati. 
Prendendo in esame la Salmonella ser. Richmond possiamo notare come in questo caso 
quattro dei cinque isolati esaminati presentino il medesimo pulsotipo sia con enzima 
XbaI che con BlnI. In particolare sono risultati identici gli isolati S14, S15 e S16, 
provenienti da materiale intestinale di tartarughe tenute come pet, e S18 proveniente da 
feci di pipistrello tutti collezionati nel 2010. Questo suggerisce che tale ceppo di 
Salmonella ser. Richmond ha circolato in Toscana, o almeno nella provincia di Pisa, nel 
2010, raggiungendo diverse nicchie ecologiche forse aiutato nella sua diffusione da 
animali selvatici quali i pipistrelli. 
Per quanto riguarda la Salmonella ser. Newport tutti gli isolati da noi analizzati 
presentano il medesimo profilo sia con enzima XbaI che con BlnI. Tutti questi isolati 
sono stati collezionati nel 2010 dall’analisi di acque di fiume, tuttavia mentre gli isolati 
S19, S20 e S21 provengono dal medesimo fiume, anche se da campioni diversi, l’isolato 
S23 proviene da un diverso corso d'acqua suggerendo che questo è un ceppo endemico 
che si è diffuso e ha circolato, almeno nel 2010, sul territorio regionale. 
Prendendo in esame infine la Salmonella ser. Infantis gli unici due ceppi da noi 
analizzati sono risultati identici quando analizzati con l’enzima XbaI, ma, quando 
analizzati con l’enzima BlnI hanno mostrato un analogia solo dell’88,9%. Tuttavia 
analizzando congiuntamente i profili ottenuti con i due enzimi è stata evidenziata 
un’analogia fra i due isolati del 94,4%, tale da poter considerare i due isolati il 
medesimo ceppo, anche se con qualche piccola differenza a livello di genoma. L’isolato 
S82, collezionato nel 2002, proviene da visceri di suino regolarmente macellato mentre 
l’S93, collezionato nel 2004, proviene da acqua di fiume, alla luce di quanto detto 
possiamo considerare i due appartenenti ad un ceppo endemico e autoctono che ha 
circolato sul territorio regionale almeno nel periodo 2002-2004 e che si è diffuso 






Questo studio si è rilevato utile al fine di porre le basi per comprendere l’ecologia e 
l’epidemiologia delle salmonelle sul territorio toscano. In primo luogo sono stati messi 
in evidenza quei sierotipi che si ritrovano e circolano sul nostro territorio evidenziando 
per certi aspetti una situazione in linea con quanto rilevato a livello nazionale e 
comunitario, ma per altri decisamente particolare, basti pensare all’assenza di riscontri 
di Salmonella ser. Enteritidis e Salmonella ser. 4,[5],12:i:-. Da non sottovalutare inoltre 
la messa in luce di quei sierotipi meno frequentemente isolati e raramente causa di 
problemi di sanità pubblica o sanità animale che non devono comunque essere 
tralasciati e sottostimati. Di interesse ancora la messa in evidenza di nicchie ecologiche 
che le salmonelle si sono guadagnate, come ad esempio i selvatici e i rettili domestici, 
che potrebbero svolgere un ruolo importante nella diffusione e soprattutto nel 
mantenimento di alcuni ceppi in un dato territorio e fungere da fonte di contaminazione. 
Dalle analisi molecolari infine è stato possibile approfondire le conoscenze riguardo 
all’epidemiologia delle salmonelle in particolare mettendo in evidenza la presenza di 
ceppi autoctoni e endemici tipici del nostro territorio, in alcuni casi legati ad una 
determinata filiera produttiva in altri diffusi in ambienti diversi. Una tale situazione 
indica che tali ceppi sfuggono ai vari programmi di controllo, volti a diminuire e magari 
eliminare il rischio Salmonella, che potrebbero essere potenziati, reindirizzati e 
sicuramente beneficiare della conoscenza approfondita delle dinamiche di popolazione 
delle salmonelle sul territorio stesso. La caratterizzazione molecolare e la creazione di 
una banca dati dei profili genetici dei ceppi più frequentemente isolati potrebbe 
agevolare inoltre la gestione di eventuali focolai di malattia, sia nell’uomo che negli 
animali, permettendo di risalire facilmente alla fonte di contaminazione. 
Il lavoro svolto non ha la pretesa di essere conclusivo, ma vuole piuttosto essere un 
punto di partenza e un modello di indagine da realizzare in collaborazione con il 
servizio sanitario nazionale, ASL, IZS e soprattutto ospedali, al fine di aggiornare 
costantemente le informazioni in nostro possesso per ciò che riguarda le dinamiche 
epidemiologiche nei confronti di un germe che cambia e si evolve per adattarsi ai nuovi 
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